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Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a notorious cancer known for 
its difficult diagnosis, resistance to treatment and overall bad prognosis. Therefore, a 
thorough understanding of its pathogenesis is urgently needed. About twenty years ago a 
group of death-inducing receptors have been identified to be predominantly expressed by 
cancer cells. These receptors are known as Tumor Necrosis Factor-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) receptors. The discovery of TRAIL receptors and the cognate 
ligand provided hope for killing cancer cells without harming the normal tissues. The 
human TRAIL receptor family comprises of two death-inducing receptors (TRAIL-R1 and 
-R2) and two decoy receptors (TRAIL-R3 and -R4) and also osteoprotegerin. The 
apoptosis-inducing potential of the TRAIL ligand as well as the impact of the particular 
death receptor TRAIL-R1 or -R2 has been intensively studied in different cancer cells. 
Likewise, the anti-apoptotic function of overexpressed TRAIL-R4 was shown in different 
cellular systems. However, the potential interplay between the different TRAIL receptors 
has been rarely addressed.  
Goal: Create a functional dissection of the TRAIL receptor family, in order to understand 
the impact of each TRAIL receptor in the context of the others with special emphasis on 
TRAIL-R4 functions. 
Methods: Two PDAC cell lines with differentially modified expression of TRAIL 
receptors were used in the current study (Colo357 and PancTuI). Several in vitro methods 
have been implemented including Western blotting, FACS, ELISA, RT-PCR, and 
Bioinformatics together with proliferation, viability and migration assays. As in vivo tumor 
models, SCID-beige mice were inoculated with the Colo357 cell lines as an in vivo proof 
of concept. Finally, a small cohort of patients’ tissues has been investigated by 
immunohistochemistry as well. 
Results: The current study showed a tight interconnection between TRAIL-R1, -R2 and -
R4. We could show that the combination of TRAIL-R2 knockdown with or without 
TRAIL-R4 up-regulation were the most aggressive, highly proliferative cells together with 
a fast migration, and high inflammatory status. However, TRAIL-R4 up-regulation with 
simultaneous TRAIL-R1 knockdown showed the opposite effects. Additionally, the 




CEACAM5/CEACAM6 levels, where TRAIL-R4 upregulation with the limited expression 
of TRAIL-R2 boosted their levels while TRAIL-R4 markedly decreased their levels in 
with the limited expression of TRAIL-R1. Furthermore, the cells with TRAIL-R1 
knockdown and TRAIL-R4 upregulation exhibited an overall suppressed functions, yet, the 
cells were growing well when seeded on fibronectin or tenascin-c as extracellular matrix 
(ECM). While fibronectin is one of the common ECM produced by cells in the normal 
tissues including pancreas, tenascin-c is an ECM protein found in cancer regions. This 
observation denotes that this particular cell line – though not very active – is capable of 
surviving in a physiologically unfavorable environment in comparison to other studied cell 
lines and this goes in line with the bad survival seen in the patient cohort in those cases. 
Also, the representation of TRAIL-R2 low expressing cells in the patient tissues were very 
scarce that denotes that these patients might have been deemed inoperable due to their 
advanced stage at the moment of diagnosis. Furthermore, the in vivo results confirmed the 
functional properties of the studied cell lines. Regarding TRAIL-R4 effects, TRAIL-R4 
upregulation per se showed the fastest tumor growth rate, while TRAIL-R4 up-regulation 
with TRAIL-R1 knockdown demonstrated the slowest growing tumors. However, TRAIL-
R4 over-expression with TRAIL-R2 knockdown showed almost no change in comparison 
to TRAIL-R2 knockdown cells. These finding shows that TRAIL-R4 has many capacities, 
where its upregulation in combination with TRAIL-R1 low expression drove the cells to a 
less aggressive behavior, while with TRAIL-R2 knockdown, this overexpression had 
minimal impact. 
Conclusion: We found that TRAIL receptors act as a highly interdependent system. 
Cancer cells can use this system to divert/accommodate to physiological unfavorable 
conditions or proliferate, migrate and send out inflammatory signals in physiologic 
conditions. In order to understand the molecular impact of these receptors, the levels of all 
receptors should be analyzed in parallel. Furthermore, the current study suggests a 
significantly positive post-operative survival state with low expression of TRAIL-R1 





Hintergrund: Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist ein berüchtigter Krebs 
bekannt für seine schwierige Diagnose, Resistenz gegen Behandlung und eine insgesamt 
schlechte Prognose. Daher ist ein gründliches Verständnis der Pathogenese dringend 
erforderlich. Vor etwa zwanzig Jahren wurde eine Gruppe von Todesrezeptoren 
identifiziert, welche überwiegend auf Krebszellen exprimiert gefunden wurden. Diese 
heißen `Tumor Necrosis Factor-related apoptosis-inducing ligand` (TRAIL) -Rezeptoren. 
Die Entdeckung der TRAIL-Rezeptoren und des Liganden TRAIL begründete die 
Hoffnung, Krebszellen zu töten, ohne normale Gewebe zu schädigen. Die humane TRAIL-
Rezeptorfamilie besteht aus zwei Zelltod-induzierenden Rezeptoren (TRAIL-R1 und -R2) 
und zwei `Decoy`-Rezeptoren (TRAIL-R3 und -R4) sowie Osteoprotegerin. Das 
Apoptose-induzierende Potential des TRAIL-Liganden sowie die Auswirkungen der 
jeweiligen Todesrezeptoren TRAIL-R1 oder -R2 wurden intensiv in verschiedenen 
Krebszellen untersucht. Ebenso wurde die anti-apoptotische Funktion von 
überexprimiertem TRAIL-R4 in verschiedenen zellulären Systemen gezeigt. Allerdings 
wurde das mögliche Zusammenspiel der verschiedenen TRAIL-Rezeptoren wenig 
untersucht. 
Ziel: Es sollte eine funktionelle Detailanalyse der TRAIL-Rezeptorfamilie geschaffen 
werden, um die Auswirkungen der jeweiligen einzelnen TRAIL-Rezeptoren im Kontext 
der anderen testen zu können – besonders in Hinsicht auf  Funktionen  von TRAIL-R4. 
Methoden: Es wurden zwei PDAC-Zelllinien verwendet (Colo357 und PancTuI). Mehrere 
in vitro Methoden wurden implementiert, einschließlich Western Blotting, FACS, ELISA, 
Echtzeit-PCR zusammen mit Proliferations-, Vitalitäts- und Migrations-Untersuchungen 
sowie Bioinformatik. Zusätzlich wurden SCID-beige Mäuse mit den Zelllinien als in-vivo-
Beweis für das Konzept inokuliert. Schließlich wurde auch eine kleine Kohorte von 
Patientengeweben immunhistochemisch untersucht. 
Ergebnisse: Die aktuelle Studie zeigte eine enge Verbindung zwischen TRAIL-R1, -R2 
und -R4. Wir konnten zeigen, dass die Kombination von TRAIL-R2-Knockdown mit oder 
ohne TRAIL-R4-Hoch-Regulation die aggressivsten, stark proliferativen Zellen mit einer 
schnellen Migrationsfähigkeit und einem hohen Entzündungsstatus waren. Allerdings 
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zeigte die TRAIL-R4-Hochregulierung mit gleichzeitigem TRAIL-R1-Knockdown die 
entgegengesetzten Effekte. Darüber hinaus spiegelten sich die Aggressivität und das 
metastatische Potenzial mit einer deutlichen Dysregulation in den CEACAM5 / 
CEACAM6-Niveaus wider. Hier verstärkte die TRAIL-R4-Hochregulierung bei begrenzter 
Expression von TRAIL-R2 ihr Niveau, während bei begrenzter Expression von TRAIL-R1 
eine deutliche Reduktion von CEACAM5 / CEACAM6 beobachtet wurde. Darüber hinaus 
zeigten die Zellen mit TRAIL-R1-Knockdown und TRAIL-R4-Hochregulation eine 
insgesamt reduzierte Funktion, doch die Zellen wuchsen gut, wenn sie auf Fibronectin oder 
Tenascin-c als extrazelluläre Matrix (ECM) ausgesät wurden. Während Fibronectin ein 
ECM Bestandteil ist, der von Zellen in normalen Geweben einschließlich Pankreas 
produziert wird, ist Tenascin-c ein ECM-Protein, das in Krebsregionen gefunden wird. 
Diese Beobachtung bedeutet, dass diese besondere Zelllinie - wenn auch nicht sehr aktiv - 
in der Lage ist, in einer ungünstigen Umgebung im Vergleich zu anderen untersuchten 
Zelllinien zu überleben, und dies steht in Einklang mit dem schlechten Überleben, das in 
der Patientenkohorte in den entsprechenden Fällen gesehen wurde. Der Anteil von TRAIL-
R2-niedrig-exprimierenden Zellen in den Patientengeweben war sehr gering, was bedeutet, 
dass diese Patienten möglicherweise aufgrund ihres fortgeschrittenen Status im Augenblick 
der Diagnose als inoperabel angesehen worden sein könnten. Darüber hinaus bestätigten 
die in vivo-Ergebnisse die funktionellen Eigenschaften der untersuchten Zelllinien. In 
Bezug auf TRAIL-R4-Effekte zeigte die TRAIL-R4-Hochregulation an sich die schnellste 
Tumorwachstumsrate, während bei gleichzeitigem TRAIL-R1-Knockdown die am 
langsamsten wachsenden Tumore beobachtet wurden. Allerdings zeigte eine TRAIL-R4-
Überexpression bei TRAIL-R2-Knockdown fast keine Veränderung im Vergleich zu 
TRAIL-R2-Knockdown-Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass TRAIL-R4 viele 
Auswirkungen hat, wobei seine Hochregulierung in Kombination mit einer niedrigen 
TRAIL-R1 Expression die Zellen zu einem weniger aggressiven Phänotyp führte, während 
bei TRAIL-R2-Knockdown diese Überexpression nur minimale Auswirkungen hatte. 
Fazit: Wir fanden, dass TRAIL-Rezeptoren als ein stark voneinander abhängiges System 
agieren. Krebszellen können dieses System verwenden, um ungünstigen Bedingungen 
auszuweichen bzw. sich anzupassen oder sich zu vermehren, zu wandern und entzündliche 
Signale für günstigere Bedingungen auszusenden. Um die molekularen Auswirkungen 
dieses Systems zu verstehen, sollten die Expression aller dieser Rezeptoren parallel 
Zusammenfassung  
 VII 
analysiert werden. Darüber hinaus deutet die aktuelle Studie auf ein signifikant längeres 
postoperatives Überleben bei geringer Expression von TRAIL-R1 hin, was die Bedeutung 
der TRAIL-Rezeptor-Analyse zur Beurteilung des postoperativen Verlaufs der 
Pankreaskarzinompatienten unterstreicht. 
